


ACUTE TOXICITY STUDY 

GOALS: 

Assessment of the acute toxicity of the Padina Pavonica whole extract (AP 099301) in 
mice. 

STUDY MATERTALS: 
:. 

Aninn&: 40 NMRI male mice with standard health status were used. Average weight 
was 15 g. These animals were provided by IFFA CREDO breeding far-m, Domaine des 
Oncins, 692 10 L’ARBRESLE, France. 

Quarantine: the animals were maintained under observation for a period of 8 days, 
during which various general testings were performed on the animals. They were thus given 
time to adapt themselves to their new housing conditions and their new diet. 

Housing: the mice were housed in polypropylene cages (size 46.5*31*19 cm) 
equipped with dust-free sawdust. 

Identification: the animals were identified with a sheet attached to each cage 
indicating the study number,. batch number and starting date of the study. 

.r * - 
Water and food: the animals were given tap water ad libidum each morning and 

pelleted feed &JAR) ad libidum every day. 

Cleaning: the litter was changed on a daily basis and equipped with dust-free sawdust 
(LITALA:BO SPS). 
Watering bottles were changed twice a week. The floor was washed each day with 
chlorinated water. The animal house was sterilized at least once a year, or whenever 
necessary. 



METHOQ: 

Per OS administration of the product as follows: 

In the 10 animals of batch I 25 mg per kg body weight i.e. 0.4 mg per animal 
In the 10 canimals of batch 2 250 mg per kg body weight i.e. 4 mg per animal 
In the 10 animals of batch 3 1250 mg per kg body weight i.e. 20 mg per animal 
In the 10 animals of batch 4 2500 mg per kg body weight i.e. 40 mg per animal 

Mortality study performed for each batch 7 days after administration with calculation of LDO, 
LDlO and LD.50. 
Animals were put to death and histological samples were taken (at least kidney, liver). 

1. 

RESULTS:’ 1 

Mortality study performed 7 days after administration is summed up in table 1 hereafter. No 
mortality was observed 7 days after per OS administration of the product, whatever the dose. 
Also, no alteration in the behavior of animals was observed. 

JSstological results showed nothing unusual. 



CONCLUSIONS: 

No tethal effect for the single per OS administration of product doses of Padina 
Pavonica whole extract at 0.4, 4,20 and 40 mg per animal ix mice. 

No behavioral alterations further to the administration of the same doses. 

Marcy, November 16,200O 

Professeur Michel FRANCK 



Table 1: Results for the single per OS administration of Padina Pavonica whole extract 
(AP 09930 1.). 
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Objet: Evaluation de la toxicitPl aigue du produit AP 099301 apr& administration 
par voie orslIe chez la souris 

Expert; Professeur M . FRANK 

Laboratoke de recherd‘he: SOFREDE s,p 

Directeur de recherche: ~r S.MARTMQT 

CONCLUJSIONS: 

l! Absence de mortaIitt suite P  l’administration par voie wale d’we dose 
unique de 0.4,4,20 et 40 my de AP 099301 par an&I chkz la souris, 

21 L&ions histslogiques h&patocytaires chez les m imaw ayant rc:gu 40 mc: 
par animal. Les histologies n’ont pas t?,tc! r6aliskes dans les autres lots, 

31 Absence de modifications histologiques au niveau r&al et osstw chez 
les animaux ayant reg~ 40 mg d’AP 09930 I par animalt. Les histologies n’ont pas 
ttC  r&aIis&es sur les autres lots. 

-Absence d’effet ikthal du prod& administri! par w ire wale - 
en une prise aux doses dc 0.4,4,20 et 40 mg chez la sour%. 

-L&ions htpatiques im~ort~ut~s chez las a~imaux apart 
re$u 40 mg d’AP 099301 par animal 
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ETUDE DE TOXICITE AIGUE 
roduit AP 099301 

OBJECTIFS: : 

Evaluation de la to&it& aigu& du produir AP 099301 :ors d’une 
adlnhistratiort unique par vaie orale chez la souris 

Aaitnaux: 40 Souris N&JR& statut sankire ~Qnventi~l~el, de sexe inile 
sont utilists. Le poi& moyen est de 15 g. Ces atinaux sont issus dz Mevage 
IFFA CRJ%KI, Domaine des Oncins 692.10 L’ARBRESLE 

Qwarantaitw; Ies animaux ‘sorjt mis pendant 8 jours en observation. Cette 
p&iode est mise ii profit pour eff’ctuer un exanen &&-al des aniwtux et leur 
penner&e de s’acclimater g Icurs nouvelles conditions d’habik et d leer nouveau 
&gime alimentaire. 

Starbulation: ies souris sont l&es dans des cages en poiyprc~pyl0ne de 
dimensions 46.5*3 I * 19 cm &quipbes de sciure dtpoussi&=&. t 

~d~nt~~~?~~~~: les animaux sont identifiQ gr&ce 4 une fiche apposke SW 
cbaque cage prkkmt le N” de Mude, le FP du lat et la date de ddbut de I’&ude. 

B&son et aiimentation: I’eau de viile est foumie B volont41 chaque jour Ie 
math%. L’alimentation est don&e chaque jour 5 volont6 sous forme de granul& 
wfw. 

Eatretien: les bats sont changts quotidiellnement et munis de sciure 
dipoussi&&e( LITALABO SPS). 
Les biberons sent chang&s 2 fois par semaine. Les sols sent lavt% chaque jour 6 
I’eau cl~ICr&z. L’animalerie est st&ilisde une fois par 811 au motix~, ou i chaque fois 
que nkessaire. 
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A d m inh ra t i oa  p a r  vo i e  bucca l e  e n  w e  p r i se  d u  p r o du i t g  ra iso r t d e  : 2 ’ 
- 1 0  fo is  l a  d o s e  usue l l e’cbez  IO  a n imaux  d u  l o t I so i t 0 .4  my  pa r  n u ima l  
-  1 0 0  fo is  l a  d o s e  u s u e h t chcz 1 1 0  ttu imaux  d r t l o t 2  so i t 4  1 1 1 1 1  p a r  & u r i Jna f 
- 5 0 0  fo is  l a  d o s e  usue l l e  chez  1 0  a m m a u x  d u  i o t 3  so i t 2 0  m g  pa r  a u i m a 1  
- 1 0 0 0  fo is  l a  d o s e  usue l l e  chez  1 0  a n h n a u x  d u  l o t 4  so i t 4 0  m g  pa r  a u ima l  

E tu d e  d e  l a  m o r tal i t&  da l l s  c h a q u e  l o t ‘7  j ou rs  ap r ds  i’a d m iu ia tra tio u  avec  
d e te rm i n a tio n  d e  l a  D L O , D L  1 0  e t R L  5 0 . 
Sac r i fice  d e s  a n imaux  e t p r & v e m e n ts h is to l o g i q ues  chez  5  a n imaux  d m  fo t 4  ( 
r e i n  , fo i e  e t os ) *e t chez  5  a n imaux  te m o ins ( O S ) 

R J $ S W L T A :I’S ; 

L E tu d e  d e  l a  m o r ta l i tC 7  j ou rs  ap r es  a d m in ist rat ion es t r & r & e  & u s  l e  
ta b l e a u  1  c i $Sn t. O n  cons ta ~ e  q u e  l’a d m in ist rat ion d e  p rodu i t pa r  vo i e  bucca l e  n ’a  
e n t.ra S  a u c u n e  m o r talitt i l7  j ou rs  e t ce  q u e l q u e  so i t l a  d o s e . IY a u tre  pz trt 
a u c u n es  m o d ifica tio n s  d u  c ompo r te m e n t d e s  a n imaux  n ’a  & t&  obse rvk  

$  

c 

‘T a b l e a u  1 : Resu l ta ts ad l n i r k#a tio u  p e r  O S  u n i q u e  d e  A P  0 1 1 9 3 0  I 
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Rtsultats histoioticgg& 

5 anhnaux du lot 4 ollt &C & thrYlasi& i I’issu des 7 jours d’observation et 
on a r&list des pr&veme~~ts de foie, rein et OS  sur ces ~il~aux~ Les r&&tats 
sent les sufvants: : ’ 

1 .Biopsies hkpatiques: 

- Animal No 1: Fibrose p&icanal&e debutante awe 1140 fomatiou 
ductulaire s’accoinpagsumt d’w discret infiltrat lymphocytaire avec souf@ance 
hdpatocytair~ au voisinage des esgpaces parks. Absence de cholestase. Les 
aMrations hkatocytaires appparaissent d’aspect r@Mratif. 

. 
4nimal NZ:“Absencc de fibrose significative, S  sions 

hkmomagiques intra p~enc~~nate~~s. Congestiow vascuiaires diffuses aver 
n&rose hkpatocytaire saris caract&=e inflammatoire. Absence de cholestase. 

-Animal N@3: Absence de fibrose portale. Absence d%lemt:nts 
infknmatoires, Absence de cholestase. Congestion Qatique diffuse. Au niveau 
dcs hkpatocytes, on observe une clarification et we b~~o~satio~ difTi,cs.: ainsi 
qu’une n&rose h&patocytaire p&icanalaire avec caryorrh43xis. 

-Animal W4: Absence de fibrose p&hmalaire, Usiow 
hipatocytaires marqu&es&par une bafllonisatioa et une b~u~i~a~iul~ pkivasculaire. 
Absence de caract&t%flammatoire. Absence de choksstasr:. Absence de 
congestion Mpatique diffuse avec soufiance hipatocytaire. 

-A&a1 N’S: Discrkte fibrose ptrieanalaire non stknosantc:. 
Clarification hkpatocytaire avec baltonisatiorr et biuu&atiou ttmoignant d’une 
soufiance hCpatocytaire. Absence de n&rose et d’ikmerats inflammatoires. 

2. Biopsias r&ales: 

-Eulimal NoI. ; Biopsie r&ale a strwture histologique proche de la 
wmak saw caracttre inkunatoirc lli n&rose. La corticale et la m~dullaire nc 
presentent pas d’alttration dystrophique, 
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-ALmai N”2: idem apimal 1 

- Animaf N”3: idem wimal 1 

-Animal W4: idem animal N” 1 

3.Biopsiq osseuses: 

-Pr&vemetlts r&tlis& sur le?,&wimawr aywt regus 40 mg de prod&t: 

Corticale t&s pro&e de la uannale. IA& trav&es osseuses ~~~s~oIxd~~lt B  
I’aspect histdagique habitue1 avec calcification normale. Absence d’atrc*ptie 
asseuse, d’osttr;omalacie et d’ost6olyse. 11 n’a pas &  observh d‘hyper ostose, ai de 
nhrose osseuse. En couchsion, absence d’&&ations ~~o~o~~ues si&ificatives 
au niveau de fknsemble des prhkvemeuts osseux 

i 
I crerevements rCaIis& sur des ammaux temoin n’ayant pas requ de prod&: 

Corticale pro&e de Ila normale. Des travdes osseuses c~~es~o~~de~~t 8 
I’aspect ktofogique habituei, 
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-Pas de mo i~cations comporte enta~es suite h 
~‘admi~i~tration des hes doses. 

ffrance “i;C ocytaire avec m4di~~atic~n$ de 
la structure histolog e des ~~~ata~ytes chez LOO % 

ux sur les s on a r&aIisC une 
t ayant recu 40 mg par animal. 

od~~cation$ rkalle 
animau~ sur l~sque~s on a rCallis6 une 

senciF de mo ifications au nivea 
structure histoio~ ar rapp 

roupe tCmoin n’a 

;1 Marcy fe 25/01/94 

Profcsseur M.FRANCK 
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Laboratoire de recherche:SOFREDE S.A 
30 Chemin des mouilles, (59290 Cr&ieu La Varemre 

rofesseur M. FIUNGK 
Directeur de recherche: Dr S.MARTI’NOT 

.: 
t 

410 560 0216 I% 
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Tableq 1;: Rhdtafs administration per OS unique de AP 09930 1 
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1. 
Admi&ration par voie b&ale du produit i r&on de : 

- IO fois la dose usuelk chez 10 animaux du lot 1 soit 0.4 mg par alaimal 
- 100 fois la dose usuelle cheZ: 10 animaw du lot 2 soit 4 mg par animal 
- 500 fois la dose usuelle chez 10 a.sGnaux du lot 3 soit 20 mg par allimai 
- 1000 fois la dose uswIle chez IO auianaux du lot 4 soit 40 mg par aui;n:rl 

Etude de la mortalit daus chaque lot 7 jaw aprts l’a~~~s~at~o~~ avec 
d&enninatioll de la DLO, DL 10 et DL 50, 
Sacrifice des zutinaux ej prdl~vements ~~~tolo~qu~s ( B mikna reilp, f&e ) 

.‘ 

L’Etude de la mortalit 7 jours ap& a~is~a~o~ est rdsum& dans le 
table&u I &joint. Ou constate que I’ad&.istration de prod& pm voie buccale tl’a 
entraM aucune mortalit& ii 7 jours et ce quelque soit la dose. Dautre part 
aucuues modifications du comportement des animarrx n’a &6 obserwk, 



----- .-- .-. ,, 
NOW 01 ‘02 12:55 IERMALTAsLTD. 356 4197’78 438458 TO: 410 560 0216 PBS 

w * 
0 

i 

Evaluation de la toxicitC aigu8 du produit AP 099301 chez la souris . 

Aniirnaux: 40 Souris NMRI, statut sanitaire eonventionnei, de sexe m;ile 
sont utifisk Le poi& moyen est de 15 g. Ces animaux sent issus de I’&vage 
IFFA CREDO, Domaine des Oncins 692.10 L’ARBRESLE. 

Quarantaine: Ies animaux sont mis pendant 8 jaws en observation. Cette 
ptriode est mise ;i profit pour efft%twr un examen g&&al des animaux et Ieur 
permettre de s’acclimater B lews nowelles conditions d’habitat et & leur nouveau 
r%gime alimeiMre, 

Sta,~ula~io~~ les souris sont log&es dans des cages en pollypropykrre de 
dimensions 46.5 * 3 1 * 19 cm 6quipBes de sciwe dkpous@rbe. 

Identification: les anknaux sent identifih g&x h we fiche apposCk :wr 
chaque cage pr&%&t Ie !Y’ de l’&ude, le No du lot et Ia date de dbbut de Ktudc. 

0:isson et at~rne~tat~o~: I’eau de .vilIe est foumie ;i volontk chaque jour ie 
matin. L’alimentatiou est don&e chaque jour & volorrtt sow fortne de gawks 
wfw. 

Entretien: ies bats .sont changds qr~otidiemlema~t et mwis de scirwe 
d8poussiCr&( L~T~LABO SPS). 
Les biberons sent changis 2 fois par semaine. Les sofs SOM Iavks chaque ~QUI- li 
i’eau chlorie. L’anitnalerie est stCrilisie une fois par an au.moitls, ou L chaqiie finis 
que ntce!ssaire. ” 
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E!Ile a ttt! r6a9iseC au 9aboratoke du Professcur M ichel FRAEiCK h 9’9%& WWairc 
de Lyon (r‘apport en affnexe ). 

- 10 foiq la dose enviSag& 
-0 100 fois la dose e&sagvJe 
- 500 fois 92 dl%G cnvtsa* chez 10 
lulimal, 
I+ loo0 fois la dose CIIvjsa 
#Uris, 

soit 0.4 mg par animal, 
2sOit4 paranim % l$ 

lot 3 St 20 mg par 
aux du lot 4 aoit 40 mg par 

al constate 8;p” e 9’ad~~~~ati~~ du prod& p81’ 
auclsne mart rtrS B qdle que sat 1 
modification, du s dmaux n’a 6t6 
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stm tion par voie ode a i?t& 

-+ 10 fois la 
-+ 100 fois 1 
-* 500 fois 
rrxlimal 
3 106 fois h dose t&sag&e ckz 10 auimaux du lot 4 &oit $0 mg par 

8. 

Absence de f&ion r6n8le chez 18 souris, rosencC de l&iom$ de scwfhn~ 
x trait& aux p us fostcs doses : 4Chg par muis P  

‘absozption GIL uric se& de 4900 comprim&s 


